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1 昔 欧 皂苷 对 大 鼠 肝 脏 及 肝脏 细胞 低 密 度 脂 和 蛋白 受 体 、 三 磷酸 腺 童 结 合 盒 转运 体 mRNA 表达 
2 的 影响 
3 刘 伯 帅 ” 王 文 静 RS AES Sei 齐 胜利 ERE LEE 
4 (河南 农业 大 学 牧 医 工程 学 院 ， 郑 州 4500025 
5 摘 要 : 本 试验 则 在 研究 首 蒂 皂 普 对 大 鼠 肝 脏 及 大 鼠 肝 脏 细胞 (BRL 细胞 ) 胆固醇 清除 和 转 
6 。 运 途径 中 关键 基因 低 密 度 脂 蛋 白 受 体 (LDLR)、 三 磷酸 腺 昔 结 合 盒 转运 体 G5 (ABCG5)、 三 
7 ”磷酸 腺 昔 结 合 盒 转运 体 G8 (4BCG8) mRNA 表达 量 的 影响 ， 从 个 体 和 细胞 水 平 初步 探讨 萌 
8 ”和 蒂 皂 苷 调控 胆固醇 清除 和 转运 的 分 子 机 制 。 采用 高 脂 饲 粮 建立 大 鼠 高 脂 模 型 , DE ELS CET 
9 ”对 正常 、 高 脂 大 鼠 血 清 指 标 [总 胆固醇 (TC)、 甘 油 三 酯 (TG)、 高 密度 脂 蛋 白 胆 固 醇 (HDL-C)、 
10 ” 低 密度 脂 蛋 白 胆固醇 (LDL-C) 含量 ] 和 肝脏 LDLR、ABCG5、ABCG8 mRNA 表达 量 的 影响 ; 
11 ， 采用 高 糖 DMEM 培 养 液 建立 BRL 细 胞 脂 变 模型 ， 测 定 萌 薪 皂 苷 浓 度 对 BRL 细 胞 活性 的 影响 ， 
12 ”测定 首 蒂 皂苷 对 正常 、 脂 变 细 胞 LDLR、ABCG5、ABCG8 mRNA 表达 量 的 影响 。 结 果 表 明 : 
13 ， 1) 萌 蒂 皂苷 显著 降低 高 脂 大 鼠 血 清 中 TG、TC 和 LDL-C 的 含量 (P<0.05); 2) Ee ee E 
N 14 WE XBHELDLR.ABCGS. ABCG8 & illa K BLABCG5. ABCG8 mRNA RIKE CP <0.05); 
| 15 30 添加 200、250 ugm ÄGE EA hEm IBRLAUIISTE CP«0.055; 4) BE 
16 ”上调 正常 BRL 细 胞 LDLR、ABCG5、ABCG8 mRNA 表达 量 (P<0.05), Tf] IH AEBRLZ 
17 ”基因 mRNA 表达 量 无 显著 影响 (P»0.050. ARIER, Piu 
18  ABCG8 mRNA 的 表达 来 增加 肝 细 胞 内 胆 
19 关键 词 ， A: AR 
20 三磷酸腺苷 
21 


zn 


苷 显著 
胞 各 
苷 可 通过 调控 DR、4BCG5、 
固 醇 的 清除 和 转运 ， 从 而 降低 机 体 胆固醇 的 含量 
Bu BRL 细胞 ， 低 密度 脂 和 蛋白 受 体 ,三磷酸腺苷 结合 盒 转运 体 GS. 
结合 盒 转运 体 G8; mRNA 表达 量 
中 图 分 类 号 : S816.7 
22 随 着 社会 现代 化 的 发 展 ， 人 们 的 生活 质量 不 断 的 提高 ， 但 是 也 带 来 了 不 利 的 影响 。 血 脂 
23 ”异常 , 尤其 是 饮食 中 胆固醇 含量 的 升 高 是 导致 动脉 粥 样 硬化 和 冠状 动脉 心脏 疾病 发 生 的 主要 
24 NR. 据 统 计 , 全 世界 大 约 每 年 有 1000 多 万 人 由 于 患 有 高 脂 血 症 而 死亡 。 我 国 大 约 有 9 000 
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25 ”万 人 患 有 高 脂 血 症 , 而 且 随 着 人 们 生活 水 平 的 不 断 提高 ,高 脂 血 症 人 群 也 在 不 断 的 增多 ， 并 
26 ”有 年 轻 化 的 趋势 申 。 先 前 许多 大 规模 临床 试验 证 实 ， 胆固醇 含量 的 降低 能 够 显著 改善 心 者 
27 ”疾病 患者 的 心肌 缺 血 症 状 、 缓 解 心 缕 痛 、 改 善心 脏 功能 ， 从 而 减少 心血 管 疾病 的 发 生 C49。 
28 ”中 草药 和 植物 提取 物 在 降 血脂 方面 的 应 用 历史 悠久 、 资 源 丰 富 、 效 果 明 显 ， 且 副作用 较 小 ， 
29 ”长 期 服用 耐 受 性 好 ， 具有 得 天 独 厚 的 优势 。 植 物 提取 物 具有 来 源 广泛 、 毒 副作用 小 、 降 脂 作 
30 明显 等 优点 ， 因 此 成 为 近年 来 降 脂 药 物 研究 开发 的 重点 和 热点 。 大 量 研究 表明 ,植物 中 的 
31 ”活性 物质 , WSR, KEX, MK, EURAK, WKE, 都 具有 降低 机 体 胆固醇 的 作用 5551。 
32 ”其 中 皂苷 类 物质 的 降 脂 效果 最 明显 , 也 最 受 关注 。 首 敬 皂 并 是 从 紫花 首 蒂 中 提取 的 具有 独特 
33 ”生物 学 活性 的 物质 , 是 由 糖 中 羟基 或 非 糖 类 化 合 物 的 羟基 以 缩 醛 链 脱水 缩合 而 成 的 环 状 缩 醛 
= 34 tty, KREAKE «USES TU. KERAN, Eta TERES DICA AS VI 
= 35 ”胆固醇 的 含量 , 良好 的 抗 动脉 粥 样 硬化 的 作用 使 其 成 为 降低 胆固醇 药物 和 绿色 饲料 添加 剂 的 
© 36 ”理想 原料 B89。 机 体 主 要 通过 胆固醇 的 合成 ， 小 肠 的 吸收 ， 胆 汁 和 凑 便 的 排泄 维持 胆固醇 的 
= 37 ASP. SRR IS (ABC) 家 族 介 导 的 胆固醇 单 向 跨 膜 转运 机 制 排出 胞 
N 38 ”外 09， 另 外 ， 低 密度 脂 蛋 白 受 体 途 径 在 降低 血清 胆固醇 的 含量 ， 调 节 低 密度 脂 蛋 白 代谢 和 
39 ”保持 血液 中 胆固醇 正常 含量 方面 起 着 非常 重要 的 作用 中。 本 试验 由 在 通过 研究 首 蒂 皂苷 对 
40 ”正常 血脂 、 高 脂 水 平 大 鼠 及 正常 、 脂 变 大 鼠 肝 脏 细胞 (BRL 细胞 ) 低 密度 脂 蛋 白 受 体 CLDLR)、 


T 


41 ， 三磷酸腺苷 结合 盒 转运 体 GS (ABCGS) 、 三 磷酸 腺 苷 结合 盒 转运 体 G8 (ABCG8) mRNA 


= 42 ”表达 的 影响 ， 探 讨 其 对 胆固醇 转运 和 清除 途径 中 关键 基因 mRNA 表达 量 的 影响 ， 从 分 子 水 


Q 43 FRAS SAP Ae, E R LER, DHELE, t HERE 
44 畜产 品 生产 中 的 广泛 应 用 提供 理论 依据 。 

45 1 材料 与 方法 
46 11 动物 试验 

47 111 试验 设计 

48 雄性 健康 SD 无 特定 病原 体 (SPF) 级 大 鼠 32 只 ， 体 重 为 〈191.41+16.01) g， 购 自 河 南 
49 ”省 实验 动物 中 心 。 大 鼠 适 应 性 饲 喂 1 周 ， 之 后 所 有 大 鼠 禁 食 过 夜 ， 称 量 体 重 ， 尾 动脉 采血 ， 
50 ”检测 血清 总 胆固醇 “TC) 含量。 并 根据 血清 TC 含量 和 体重 情况 将 雄性 健康 SD 大 鼠 32 只 随机 


51 分 为 2 组 ， 分 别 为 正常 组 、 高 脂 组 ， 每 组 16 只 ，2 组 之 间 血 清 TC 含 量 和 体重 无 统计 学 差异 
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TS ren 


脂 饲料 。 高 脂 饲 粮 组 成 : 1.096 HIER. 0.1% FABER. 10.096818, 5.0% BER. 5.0% 


全 脂 奶 粉 、78.9%% 基 础 饲 粮 。 建 模 时 间 为 4 周 。 每 周 称 量 1 次 体重 ， 第 4 周末 尾 动脉 采血 。 建 
模 成 功 后 ， 根 据 


! 清 TC 含 量 和 体重 分 别 将 正常 组 和 高 脂 组 各 随机 分 为 2 组 ， 每 组 8 只 ， 分 组 


情况 及 具体 试验 设计 如 下 : 正常 对 照 组 ， 饲 喂 基 础 饲 粮 ， 每 天 09:00 灌 上 骨 2 mL 蒸馏 水 ， 正常 


皂苷 组 ， 饲 喂 基础 饲 粮 ， 每 天 09:00 灌 胃 240 mg/kg e422 mL; 高 脂 模 型 组 ， 饲 喂 高 脂 饲 


粮 ， 每 天 09:00 灌 肯 2 mL 蒸馏 水 ， 高 脂 时 苷 组 ， 饲 喂 高 脂 饲 粮 ， 每 天 09:00 灌 骨 240 mg/kg Ei ta 


皂苷 2 mL。 试 验 期 7 d。 
大 鼠 均 自由 
宝 恩 生物 科技 有 


饮水 、 采 食 ， 所 有 人 饲料 和 饮用 水 均 经 过 消毒 处 理 。 首 菠 虹 芽 由 河北 省 沧州 市 


限 公 司 提供 ， 总 气 苷 含量 为 51%。 


1.1.2 样本 的 采集 与 制备 
试验 结束 后 ， 所 有 大 和 鼠 禁 食 过 夜 ,乙醚 麻醉 WERI, 4‘C 冰 箱 倾斜 静 置 过 夜 ，3 000 


r/min 离心 10 min， 分 离 出 血清 分 装 于 EP 管 中 ，-20 ‘CC 冰箱 保存 待 测 。 沿 大 鼠 腹 部 中 部 剖 开 


取 肝 脏 ， 吸 干 血迹 后 称 重 ， 将 肝脏 一 分 为 二 ， 用 锡 箱 纸 包装 好 后 1/2 置 于 -20 它 度 冰箱 待 测 ， 


~ 


另 1/2 迅 速 置 于 液 氮 中 冷冻 ， 并 保存 于 -80 '‘C 冰 箱 待 测 。 


1.1.3 


清 相 关 


指标 的 测定 


采用 全 自动 生化 分 析 仪 测定 血清 中 TC、 甘 油 三 酯 CTG)、 高 密度 脂 蛋 白 胆 固 醇 (HDL-C)、 


低 密 度 脂 蛋白 胆固醇 (LDL-C) 含量 ， 有 具体 操作 详 见 试剂 盒 说 明 书 。 


细胞 试验 


选取 BRL 细胞 为 试验 材料 ， 购 于 中 国 科 学 院 上 海 生 科 院 细胞 资源 中 心 。 


细胞 计数 


ANS 


胞 计数 步 


PRON B: 1) 制备 浓度 适中 的 细胞 悬 液 ; 2) 将 计数 板 及 盖 片 擦拭 干净 ， 并 在 


计数 板 上 盖 好 盖 片 ，3) 吸出 15 uL 细胞 晤 液 ， 沿 着 盖 片 边缘 缓慢 滴 加 ， 直 至 芒 液 充满 盖 片 


和 计数 板 之 间 ， 静 置 3 min 左右 ,注意 盖 片 下 不 要 有 气泡 ， 也 不 能 让 肪 液 流 入 旁边 槽 中; 4) 
数 计数 板 4 大 格 中 的 所 有 细胞 ， 压 线 细胞 只 计 左 侧 和 上 方 的 ， 避 人 免 重复 计数 。 镜 下 细胞 团 按 
单个 细胞 计数 , 若 细胞 团 10% 以 上 ,说 明 分 散 不 好 , 需 重 新 制备 细胞 悬 液 ;5 细胞 数 (个 /mL)=4 
大 格 细胞 总 数 /4 X104。 
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79 122 BRL 细胞 的 培养 


80 将 BRL 细胞 接种 于 25 cm ARAP, MAE 10% 胎 牛 血清 的 高 糖 DMEM 培养 液 ， 铺 


81 WIHURI, EF 37 C 5% CO 培养 箱 中 培养 。 每 2 d 更 换 1 次 新 鲜 培 养 液 ， 定 期 将 培养 


82 = 瓶 置 于 显微镜 下 观察 ， 当 细胞 生长 至 瓶 底 70% 左 右 时 即 可 传代 或 冻 存 。 


83 1224 脂 变 BRL 细胞 模型 的 建立 0 


84 BRL 细胞 接种 于 50 mL 的 细胞 培养 瓶 中 , 采用 10% 胎 牛 血 清 的 高 糖 DMEM 培养 液 , 于 
85 37 C 5% CO 培养 箱 中 培养 ， 待 细胞 贴 壁 长 满 瓶 底 ， 胰 酶 消化 ， 计 数 后 传代 。 接 种 于 6 FL 
86 ” 板 中 ， 每 孔 接 种 约 1.5X 105 个 细胞 ， 待 细胞 长 满 80% 后 ， 更 换 新 鲜 培 养 液 ， 在 培养 液 中 加 
清 ， 继 续 培 养 24~48 h 至 出 现 细胞 内 脂 滴 或 泡沫 样 物 沉 积 ， 即 制 成 脂 变 肝 细 胞 
> 88 ”模型 。 将 所 得 细胞 改 置 于 含 0.1% 胎 牛 血清 的 高 糖 DMEM 培养 液 中 ， 使 其 静止 24 h 后 ， 再 
C 89 unius. 
90 1222 试验 分 组 


87 入 50% 胎 牛 


= 91 细胞 用 六 孔 板 培养 ， 试 验 分 为 4 个 组 ， 每 组 6 个 重复 ， 有 具体 分 组 情况 如 下 。 


N 92 正常 对 照 组 : 六 孔 板 每 孔 添 加 2.9 mL & 10% 胎 牛 血清 的 高 糖 DMEM 培养 液 , 培养 24h 


C2 93 。 后 换 液 ， 继 续 培养 48 hn 后， 置 于 含 0.1% 胎 牛 血清 的 高 糖 DMEM 培养 液 中 静止 24 h, MA 
94 ”100 uL 的 培养 液 培 养 24h。 


95 Ae AA: 六 孔 板 每 孔 添 加 2.9 mL € 10% 胎 牛 血清 的 高 糖 DMEM 培养 液 , 培养 24h 


.三 96 ”后 换 液 ， 继 续 培养 48 h 后 ， 置 于 含 0.1% 胎 牛 血清 的 高 糖 DMEM 培养 液 中 静止 24 hb， 加 入 


97 100 uL 的 300 ug/mL 首 蒂 皂苷 溶解 液 ( 终 浓 度 为 100 hg/mD) 培 养 24 he 


98 脂 变 模型 组 : 六 孔 板 每 孔 添加 2.9 mL 含 10% 胎 牛 血 清 的 高 糖 DMEM 培养 液 ,培养 24 h, 


99 ”之 后 用 含 50% 胎 牛 血清 的 高 糖 DMEM 培养 液 继 续 培 养 48 h， 置 于 含 0.1% 胎 牛 血清 的 高 糖 


100 DMEM 培养 液 中 静止 24h， 加 入 100 uL 的 培养 基 培 养 24 ho 


101 脂 变 皂 苷 组 :六 孔 板 每 孔 添加 2.9 mL 含 10% 胎 牛 血 清 的 高 糖 DMEM 培养 液 ,培养 24 h， 


102 之 后 用 50% 胎 牛 血 清 的 高 糖 DMEM 培养 液 继续 培养 48 h EFE 0.1% 胎 牛 血清 的 高 糖 


103 DMEM È FM! 


$ 1E 24 h, JHA 100 uL 的 300 ug/mL 首 带 皂苷 溶解 液 ( 终 浓 度 为 100 pg/mL) 


Jn 


104 F 24h. 


105 123 WES (MTT) 法 测定 首 蒂 皂苷 对 BRL 细胞 活性 的 影响 
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测定 步骤 如 下 : DRRR, AR A R, tll eA 


| 胞 悬 液 ， 细 胞 计 


数 调整 其 浓度 至 2x104 个 /mL; 2) 将 细胞 悬 液 制备 好 后 ， 轻 轻 混 匀 ，96 孔 板 每 孔 加 入 100 uL, 


r= 


这 样 待 测 细胞 的 密度 为 2 OOO 个 / 孔 (边缘 孔 用 无 菌 磅 酸 盐 缓冲 液 填充 ), 每 加 6 个 孔 混 匀 1 次 ， 


以 确保 接种 的 细胞 密度 在 各 孔 之 间 完 全 相同 ;，3) 将 接种 好 的 细胞 培养 板 放 入 培养 箱 中 培养 ， 


培养 24h 后 添加 首 带 皂苷 50 uL. 5 个 梯度 , 终 浓 度 分 别 为 0( 对 照 )、50、100、200、250 ug/uL, 


每 个 浓度 设 6 个 复 孔 ; 45% CO: 37 CHA 24 h， 倒 置 显微镜 下 观察 药物 的 作用 效果 ; 5) 


每 孔 加 入 10 uL MTT 溶液 (5 mg/mL， 即 0.5% MTT), 继续 培养 4h; 6)3 000 r/min 离心 5 min 


后 ， 用 移 液 器 将 上 清 移 走 ， 注 意 不 能 把 结晶 移 走 ， 每 筷 加 入 150 pL SPE, BERE 


低速 振荡 10 min， 使 结晶 物 充分 溶解 ， 用 酶 标 仪 在 490 nm 波长 处 测量 各 孔 的 吸光 度 值 。 


1.3 基因 mRNA 表达 量 的 测定 


1.3.1 大 鼠 肝 脏 、 细 胞 总 RNA 提取 


总 RNA 提取 步骤 如 下 。1) 匀 浆 的 制备 。 肝 脏 : 将 样品 置 于 用 液 氮 预 冷 过 的 研 钵 中 ， 


用 研磨 棒 散 碎 大 块 组 织 。 取 30—50 mg 肝脏 组 织 , 用 力 研磨 至 组 织 呈 均匀 的 白色 细 粉 末 为 止 。 


将 研磨 好 的 组 织 粉 末 转 移 到 加 有 Trizol 的 1 mL EP 


n 


o Aix BRL 细胞 : 吸 去 细胞 培养 下 中 


im PAE A 5 min， 使 组 织 或 细胞 完全 溶解 。3) 加 入 200 LL 三 握 甲 烷 ， 


的 上 清 液 ， 每 10 cm? 培养 租 面 积 加 1 mL Trizol， 枪 头 上 下 吹 打 几 次 ， 转 移 到 EP 管 中 。2) 室 


盖 好 盖子 。4) 用 


手 剧烈 摇晃 15s。5)4 C 12000Xg 离心 15 min， 可 见 液体 分 为 3 层 。6)45” 倾斜 离心 管 ， 


移 液 枪 吸 取 上 层 水 相 400 pL 左右 ， 移 入 新 的 离心 管 中 ， 操 作 过 程 中 应 避免 僧 到 中 间 相 与 有 


机 相 。 7) 每 1 mL Trizol 加 入 0.5 mL 异 丙 醇 , 轻 轻 翻 转 摇 义 。8) 室 温 下 孵育 10 min. 9)4 °C 12 


000Xg 离心 10 min。10) 弃 去 上 清 液 ， 只 留 下 RNA 沉淀 。11) 每 1 mL Trizol 加 入 1 mL 75% 


的 乙醇 ， 洗 涤 RNA 沉淀 。12) 涡 旋 振 荡 数 秒 ，4'C 7 500Xg 离心 5 min， 弃 去 洗涤 液 。13) 


保存 于 -80 C， 以 备 后 续 试 验 使 用 。 


1.3.2 X RNA 浓度 的 测定 


N 


结果 在 1.8—2.0 的 样本 满足 要 求 。 


空气 或 真空 干燥 5 一 10 min, 干 燥 不 要 太 彻 底 ， 以 免 RNA 难以 溶解 。14) 将 其 重新 溶 于 50 pL 


不 含 RNA 酶 的 水 中 , 用 枪 头 轻 轻 吹 打 ,5$$~60 C 10—15 min 使 RNA 完全 溶解 .15) 总 RNA 


KH Thermo 微量 紫外 分 光 光 度 计 260 nm 处 测定 总 RNA 浓度 ,并 记录 OD260 nn/OD 280 nm» 


133 


1.3.3 总 RNA 


的 质量 检测 


134 用 英国 Syngene 公司 电泳 凝 胶 成 像 系 统 检测 电泳 结果 。 
135 13.4 总 RNA 反 转 录 
136 总 RNA 反 转 录 采 用 大 连 宝 生物 工程 公司 提供 的 Reverse Transcriptase M-MLV (RNase H ) 
137 ”试剂 盒 进行 ， 得 到 cDNA. 
138 13.5 引物 设计 与 合成 
139 根据 GenBank 大 鼠 甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氧 酶 (GAPDH). ABCG5. ABCG8. LDLR DNA 序 
140 7j, 35H Primer5.0 设计 引物 ， 引 物 序列 及 参数 见 表 1. 
141 #1 引物 序列 及 参数 
142 Table 1 Sequences and parameters of primers 
GenBank 登录 号 
基因 Genes 物种 Species ici . ii 序列 Sequences (5' -3' ) 
GenBank accession No. 
甘油 醛 -3- 磷 酸 脱氧 上 游 ACATCAAGAAGGTGGTGAAGCAG 
KE Rat NC_005103.3 S 
酶 GAPDH 游 TCAAAGGTGGAAGAATGGGAGTT 
SRR AAR 上 游 GATTTCCAGTGGCGAGCG 
x K Rat | NC. 005105.2 8027647..806442 T 
转运 体 G5 ABCG5 游 CGACCAAGAGGAGGACGAT 
三 磷酸 腺 苷 结合 盒 XB R NC. 005105.2 上 游 ATGAACTGGAGGACGGACT 
~ BB t 
转运 体 G58 ABCG8 munt 8064631..8083271 下 游 CCATAGATGATGACATAGGCAC 
低 密 度 脂 蛋 白 受 体 上 游 CTTGCCCTGATGGTATGC 
KE Rat NC_005107 = 
LDLR 游 AATGGTGGATGTCCCCTG 


143 
144 
145 
146 
147 
148 
149 
150 
151 
152 
153 


1.3.6 BITE PCR 


本 试验 采 


qPCR Mix 5 uL, EWR ALH CDEPC) 处理 水 3.8 hL, 模 版 cDNA 1 nL， 上 、 下 游 引物 各 


] SYBR qPCR Mix 为 荧光 染料 ， 经 过 摸索 确定 最 佳 反应 体系 如 下 : SYBR 


0.1 HL 反应 体系 为 10 呈 L 。 按 照 以 下 条 件 设 定 荧光 定量 PCR 仪器 ， 进 行 PCR: 95 'C 预 变性 


2 min; 95 CC 变性 15 s, 60 ‘CiB-K 20 s, 72 "C Ef 30 s, 此 步骤 40 个 循环 ; 20 CIRE 10 min. 


采用 2° ct 法 进行 相对 定量 分 析 。 


1.4 数据 统计 分 析 


试验 数据 采用 SPSS 13.0 统计 软件 进行 单 因 素 方 差分 析 (one-way ANOVA), Duncan KZ 


进行 组 间 多 重 比较 ， 以 P<0.05 差异 显著 判断 标准 ， 结 果 用 “平均 值 土 标准 差 ” 表 示 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 BEBEI AK BIA E hs EIER IR 


由 表 2 可 知 ， 与 正常 对 照 组 比较 ， 高 脂 模型 组 大 鼠 血 清 TG、TC 以 及 LDL-C 含量 显著 


升 高 (P<0.05); Efe HA KRIS TG. TC. HL 含量 略 有 升 高 ， 但 差异 并 没有 统计 学 


意义 CP>0.05)。 与 高 脂 模型 组 相 比 ， 高 脂 皂 苷 组 大 鼠 血 清 TG 含量 显著 下 降 (P<0.05), F 


ae 


降幅 度 17.29%, Me TC 含量 显著 下 降 (P<0.05)， 下 降幅 度 为 12.20%， 血 清 HDL 含量 变 


化 不 显著 (P>0.05)， 血 清 LDL-C 含量 显著 下 降 (P<0.05)， 下 降幅 度 为 21.9596. 


表 2 首 菩 皂苷 对 大 鼠 血 清 指 标的 影响 


Table 2 Effects of alfalfa sapinins on plasma indexes of rats mmol/L 
甘油 三 酯 总 胆固醇 高 密度 脂 蛋 白 胆固醇 低 密 度 脂 蛋 白 胆固醇 
TG TC HDL-C LDL-C 
常 H Normal control group 0.56+0.15* 1.18+0.22° 0.60+0.09 0.34+0.06* 
fe! H AS group 0.73x0.09* 1.31+0.16% 0.70+0.06 0.33+0.054 
日 Hyperlipidemic model group 1.33+0.17° 1.64+0.19° 0.61+0.14 0.41+0.15° 
日 Hyperlipidemic AS group 1.10+0.26° 1.44+0.11° 0.69+0.09 0.32+0.03" 


同 列 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P 0.05). FIRJ. 


Values in the same column with different small letter superscripts mean significant difference (P < 0.05). The 


same as below. 


22 EEBpPSIXBSUTIELDLR. ABCGS. ABCG8 mRNA 表达 量 的 影响 


由 表 3 可 知 ， 与 正常 对 照 组 相 比 较 ， 彰 蒋 皂 苷 组 LDLR、4BCG5 fll ABCG8 mRNA 表达 


量 分 别提 高 了 31.11、6.77 和 7.26 倍 , 且 差 异 显 著 (CP<0.05), 高 脂 模型 组 和 高 脂 皂 昔 组 LDLR 


mRNA 表达 量 分 别提 高 了 657. 4.47 倍 ， 差 异 达到 显著 水 平 CP<0.05), ABCGS mRNA 表 


达 量 分 别提 高 了 2.32、4.37 倍 ， 差 异 达 到 显著 水 平 (P<0.05), ABCG8 mRNA 表达 量 分 别提 


高 了 2.57, 3.40 倍 ， 差 异 显著 (Ps<0.05)。 与 高 脂 模型 组 相 比较 ， 高 脂 时 苷 组 LDLR mRNA. 


表达 量 有 所 下 降 ， 但 差异 并 不 显著 (P>0.05); ABCG5、ABCG8 mRNA 表达 量 均 有 不 同 程 


度 的 提高 ， 且 差异 显著 (P<0.05)。 


表 3 EHE OO XBUTIE LDLR、ABCG5、ABCG8 mRNA 表达 量 的 影响 


Table 3 Effects of alfalfa saponins on LDLR, ABCG5 and ABCG8 mRNA expressions in liver of rats 


低 密度 脂 和 蛋白 受 体 三 磷酸 腺 昔 结 合 盒 转运 体 G5 三 磷酸 腺 苷 结合 盒 运 体 G8 
LDLR ABCGS ABCG8 
H Normal control group 1.00 £0.10? 1.004063? 1.00+0.08° 
H AS group 31.11 士 3.02a 6.77x0.40* 7.26+40.64* 
日 Hyperlipidemic model group 6.57 £2.00° 2.3240.89° 2.5740.87° 
日 Hyperlipidemic AS group 4.47 +3.37? 4.3740.914 3.400.514 


174 23 Put BRL 细胞 活性 的 影响 
175 由 表 4 pA, Ee SIZE A 50. 100 ug/mL Hj, BRL 细胞 活性 与 对 照 组 相 比 
176 3S (P5005), ifj 200. 250 ug/mL 时 BRL 细胞 活性 升 高 ， 且 与 对 照 组 相 比 差异 显 
177  X(P«0.05). 
178 #4 首 蒂 皂苷 对 BRL 细胞 活性 的 影响 
179 Table 4 Effects of alfalfa saponins on activity of BRL cells 
Aa HE BRL 细胞 活性 
Concentration of alfalfa saponins/( h g/mL) BRL cell activity 
0 0.5740.03# 
50 0.57+0.024 
100 0.62+0.08" 
200 0.70+0.05° 
250 0.7440.03° 
180 24 首 蒂 皂苷 对 BRL 细胞 LDLR, ABCGS. ABCG8 mRNA 表达 量 的 影响 
181 HX SAYA, FIERA RHR Efe ZH LDLR mRNA 表达 量 提高 了 3.35 倍 ， 
182 HX (P«0.05), ABCGS fll ABCG8 mRNA 表达 量 升 高 ， 分 别 为 对 照 组 的 1.75. 3.27 
183 倍 ， 且 差异 达到 显著 水 平 C(P«0.055; 脂 变 细 胞 组 LDLR mRNA 表达 量 下 降 ， 但 差异 不 显著 
184 (CP>0.05)， 脂 变 卸 昔 组 LDLR mRNA 表达 量 略 有 上 升 ， 但 差异 不 显著 (P>0.05)。 脂 变 细胞 
185 ”组 和 脂 变 皂苷 组 4BCG5、4BCG8 mRNA 表达 量 差 异 不 显著 (P>0.05); 与 脂 变 细胞 组 相 比 
186 JB e EA LDLR mRNA 表达 量 有 所 上 升 ,但 差异 不 显著 (P >0.05); IRAE 1T 4H ABCGS. 
187 ABCG8 mRNA 表达 量 均 有 不 同 程度 的 下 降 ， 但 差异 显著 CP >0.05 )。 
188 #5 Pul x BRL 细胞 LDLR, ABCG5. ABCG8 mRNA 表达 量 的 影响 
189 Table 5 Effects of alfalfa saponins on LDLR, ABCG5 and ABCG8 mRNA expressions of 
190 BRL cells 
z 低 密 度 脂 蛋白 受 体 三 磷酸 腺 苷 结合 盒 转运 G5 三 磷酸 腺 苷 结合 盒 运 体 G8 
项 目 Items 
LDLR 4BCG5 4BCG8 
正常 对 照 组 Normal control group 1.002-0.40 1.000.212 1.0020.122 
Bet AS group 3.3540.43^ 1.7530.17^ 3.27+0.15° 
脂 变 细胞 组 Hyperlipidemic cell group 0.38+0.12a 1.34+0.19% 1.61+0.17” 
脂 变 皂苷 组 Hyperlipidemic AS group 1.11+0.20a 0.74+0.10% 1.27+0.10% 
191 3 讨论 
192 3.1 首 带 皂苷 对 大 鼠 血 清 指标 的 影响 


A> hha H HII 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


193 L 脂 是 血液 中 所 含 名 类 脂 质 的 总 称 ， 包 括 胆 固 醇 、TG、 人 磷脂 (PL〉 和 游离 脂肪 酸 等 。 
194 ”高 脂 血 症 是 指 由 于 脂肪 代谢 或 运转 异常 使 血浆 中 一 种 或 多 种 脂 质 高 于 正常 的 现象 ,临床 上 把 


195 ”高 脂 血 症 分 为 以 下 3 类: 一 是 高 胆固醇 血 症 即 TC 增高 ， 二 是 高 甘油 三 酯 血 症 即 TG 增高 ; 


196 三 是 混和 型 高 脂 血 症 即 TC 和 TG 均 增高 。 故 TC 和 TG 是 评定 是 否 得 高 脂 血 症 的 重要 指标 03]。 


197 高 脂 血 症 目前 已 经 被 广泛 认为 是 导致 动脉 粥 样 硬化 等 心 脑 血 管 疾病 形成 的 一 个 主要 危险 因 


198 。“ 子 0409。 大 量 研究 表明 ， 萌 蒂 和 皂苷 能 够 降低 血脂 水 平 ， 具 有 和 良好 的 抗 动脉 粥 样 硬化 效应 9。 


c 


199 Yup ARH, ELS re ET RE E T E ER ea HDS BRL BC TC TG II LDL-C 5$ Œ . Malinow 


200 ”等 09 的 研究 表明 ,， 首 蒂 皂苷 能 够 降低 血清 TC 的 含量 而 不 改变 高 密度 脂 蛋 白 的 含量 , 增加 胆 


201 ， 汁 酸 和 中 性 胆固醇 的 排泄 。 本 试验 结果 表明 ， 添 加 曹 蒂 皂苷 后 高 脂 皂 背 


Ss 


大 鼠 血 清 中 TG, 


202 TC. LDLC 含量 显著 降低 ， 与 前 人 的 研究 结果 一 致 。 


v= 203 32 Bib BRL 细胞 活性 的 影响 


204 ELS CHEBUR AMEH, OR PBT AN df ES 低 浓 度 时 即 可 使 红细胞 破裂 。 一 般 
+ 205 认为 溶血 作用 与 皂苷 和 红细胞 膜 中 胆固醇 的 相互 作用 有 关 。 本 试验 用 MTT 法 检测 首 落 皂苷 


N 206 对 BRL 细胞 生长 的 影响 ， 以 确定 首 蒂 皂苷 对 这 种 细胞 是 否 具 有 毒性 ， 并 确定 细胞 培养 过 程 


207 ”中 首 蒂 皂 荫 的 添加 量 ， 为 后 续 试 验 打 下 基础 。 本 试验 结果 表明 ， 首 蒂 和 皂苷 浓度 在 100 pg/mL 
208 ”以 下 时 对 BRL 细胞 的 活性 并 无 影响 ， 故 选取 100 ug/mL 作为 细胞 培养 过 程 中 首 蒂 皂 共 的 添 
209 MĚ- 


.三 。 210 3.3 BEPERA RARAN 


© 211 前 人 对 植物 皂苷 降低 胆固醇 机 理 方面 的 研究 主要 集中 在 物理 化 学 方面 , 即 皂苷 在 肠 道中 
212 ”和 胆固醇 结合 形成 不 溶性 的 复合 物 ， 分 子 方面 的 研究 很 少 且 不 系统 。 王 先 科 等 9 的 研究 表 


213 ” 明 ， 首 蒂 皂 苷 降低 高 脂 血 症 大 鼠 胆 固 醇 的 作用 可 能 与 抑制 大 鼠 乙 酰 辅 酶 A 乙酰 基 转 移 酶 2 


214 . (ACAT-2) 的 转录 和 表达 ， 降 低 胆固醇 的 吸收 ， 促 进 胆固醇 7- 羟 化 酶 (CYP7A1) 的 转录 和 
215 ”表达 ， 加 速 胆固醇 向 胆汁 酸 的 转变 有 关 。Yu 等 0 研究 了 萌 薪 皂苷 对 高 脂 血 症 大 鼠 胆 固 醇 代 
216 ” 谢 的 影响 ， 发 现 脂 蛋 白 酯 酶 (LPL)、 肝 脂 酶 (HTGL) 的 活性 和 mRNA 的 表达 量 均 显 著 升 
217 ”高 , 从 而 推测 首 著 皂苷 降低 胆固醇 的 效应 是 由 肝脏 脂 蛋 白 酯 酶 的 活性 升 高 引起 的 。 本 试验 从 


218 ”动物 个 体 和 细胞 2 种 水 平 上 ， 研 究 了 首 蒂 皂苷 对 胆固醇 清除 和 分 泌 途 径 中 关键 基因 LDLR, 


219  ABCGS. ABCG8 mRNA 表达 量 的 影响 ， 从 分 子 水 平 探讨 首 菩 皂苷 调控 胆固醇 清除 和 转运 ， 


220 ”进而 降低 胆固醇 的 机 理 。 
221 LDLR 是 位 于 细胞 表面 的 跨 膜 受 体 ， 主 要 功能 是 参与 低 密 度 脂 蛋白 LDD) 的 代谢 过 程 ， 


222 浆 中 LDL 携带 的 胆固醇 主要 是 通过 肝 细 胞 LDLR 清 除 ，LDLR 对 LDL 的 吞 喉 与 清除 是 LDL 


223 ”代谢 过 程 中 最 关键 的 环节 。LDLR 途 径 在 降低 血清 胆固醇 的 含量 、 调 节 低 密 度 脂 蛋 白 代谢 和 
224 ”保持 血液 中 胆固醇 正常 含量 方面 起 着 非常 重要 的 作用 中。 血清 中 近 2/3 的 LDL-C 是 通过 这 一 
225 ”内 香 途 径 清 除 的 ，LDL-C 被 摄 入 量 的 多 少 取决 于 LDLR 的 数量 和 活性 ， 因 此 LDLR 对 维持 血 
醇 含量 发 挥 着 习 20。 大 量 研究 表明 ， 植 物 活性 成 分 能 够 通过 调 
227 LDLR mRNA 的 表达 来 调控 机 体内 胆固醇 的 含量 。 罗 艳 等 20 研 究 表明 ， 姜 黄 素 能 够 显著 降 
228 = 低 血 液 中 胆固醇 的 含量 ， 其 机 理 可 能 为 姜黄 素 显著 增加 LDLR 的 数量 和 活性 ， 从 而 起 到 降 胆 
229 ” 固 醇 的 作用 。 窦 晓 兵 9 进 一 步 研究 了 其 机 理 ， 结 果 表 明 姜黄 素 可 以 通过 激活 胆固醇 调节 元 
230 fF (SRE) 促进 LDLR 的 表达 ， 或 者 是 通过 逆转 受 胰 岛 素 诱导 2 〈Insig2) 抑制 的 胆固醇 调节 
231 元件 结 合 蛋白 (SREBP) 通 路 上 调 LDLR 的 表达 。 刘 凯 等 2 研究 了 大 槐 合剂 对 试验 大 鼠 脏 器 摄 
232 ” 取 LDL 和 胆固醇 排泄 的 影响 ,结果 表明 大 槐 台 剂 可 以 显著 增强 脏 器 对 LDL 的 摄取 ， 有效 促进 
“ 233 ”胆固醇 自体 内 的 排出 。 本 试验 结果 表明 ， 添 加 首 蒂 皂苷 后 ， 正 常 和 高 脂 水 平 大 鼠 肝 脏 LDLR 


226 ” 浆 中 的 LDL-C 和 胆 辕 
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e 234 mRNAM RAB A; IESBRLAUULDLR mRNA 表达 量 上 升 ， 其 结果 与 正常 大 鼠 动 


235 ” 物 试验 结果 相近 ， 而 首 带 皂苷 对 脂 变 BRL 细 胞 LDLR mRNA 表达 量 的 影响 不 大 。 这 说 明 萌 董 
p 236 ”皂苷 可 通过 调控 LDLR mRNA 表达 量 来 加 速 正常 肝 细 胞 内 胆固醇 的 吞噬 与 清除 。 


= 237 ABCG5 和 ABCG8 是 ABC 超 家 族 G 亚 家 族 的 新 成 员 24，ABCG5、4BCGS8 是 胆固醇 进 
O 238 入 胆汁 的 关键 蛋白 质 , 它们 的 表达 量 增加 后 肝脏 胆 国 醇 转运 增加 , 中 性 胆固醇 排泄 选择 性 增 
239 ”多 以 及 胆固醇 合成 代 偿 性 增加 ; 阻 断 这 对 基因 后 血浆 和 肝脏 胆固醇 含量 对 于 饮食 胆固醇 含量 


240 ”的 应 答 明 显 增加 ,在 肝脏 内 表达 的 ABCG5、ABCG38 分 子 对 胆汁 胆固醇 的 转运 具有 决定 作用 。 
241 ”Yu 等 326 研究 发 现 ，ABCG5、ABCG8 基因 敲 除 的 小 鼠 中 ， 胆 汁 胆 固 醇 分 泌 急剧 减少 ， 而 在 


242 . ABCGS. ABCGS 转基因 鼠 中 胆汁 酸 胆固醇 含量 显著 增多 ， 凌 便 中 性 胆固醇 含量 也 显著 增多 。 


243 AWW, WIN SHA, IER AACE ATI ABCG5、ABCG8 mRNA 的 表 


244  ” 达 量 均 成 倍增 加 ; 正常 BRL 细胞 ABCGS, ABCG8 mRNA 表达 量 上 升 ， 其 结果 与 正常 大 鼠 


245 ”动物 试验 结果 相 一 致 ， 而 首 蕃 皂苷 对 脂 变 BRL 细胞 ABCG5. ABCG8 mRNA 表达 量 影响 不 


246 ”大 。 这 说 明 首 蒂 皂 背 可 通过 调控 ABCGS. ABCG8 mRNA 的 表达 来 增加 正常 肝 细 胞 内 源 性 胆 
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辐 醇 的 转运 ， 从 而 减少 胆固醇 的 含量 。 本 试验 中 , 首 落 皂苷 可 显著 影响 高 脂 大 鼠 肝 脏 LDLR, 


ABCGS. ABCG8 mRNA 的 表达 ， 但 对 脂 变 BRL 细胞 中 各 基因 的 表达 无 显著 影响 ， 推 测 首 


蒂 皂 茸 对 高 脂 大 鼠 肝 脏 胆 固 醇 清 除 和 转运 的 调控 可 能 是 代 偿 性 的 而 非 直 接 作用 , 具体 的 作用 


机 制 还 需 进一步 研究 。 


4 结 论 


O 音 蒂 皂苷 显著 降低 了 高 脂 血 症 大 鼠 血 清 中 TG、TC 以 及 LDL-C 的 含量 。 


(2) 添加 萌 蕃 皂苷 后 ,正常 和 高 脂 水 平 大 鼠 肝 脏 ZDZIR、4BCG5、4BCG8 mRNA 的 表达 


量 均 成 倍增 加 ;， 正 常 BRL 细 胞 LDLR、ABCG5、ABCG8 mRNA#IAS LI, MA BM 


脂 变 BRIL 细 胞 各 基因 mRNA 表达 量 的 影响 不 大 。 这 说 明 血 脂 水 平 影响 大 鼠 体 内 胆固醇 的 代 


谢 ， 因 此 研究 首 蒂 虹 昔 对 胆固醇 代谢 的 影响 时 应 考虑 血脂 水 平 的 差异 。 
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Effects of Alfalfa Saponins on mRNA Expressions of Low-Density Lipoprotein Receptor and 
Adenosine Triphosphate Binding Cassette Transporters in Liver and Liver Cells of Rats 
LIU Boshuai WANG Wenjing CHEN Yanyan ZHU Xiaoyan YUAN Dedi QI Shengli 
WANG Chengzhang SHIYinghua* 

(College of Animal Science and Veterinary Medicine, Henan Agricultural University, Zhengzhou 
450002, China) 

Abstract: This experiment was conducted to investigate the effects of alfalfa saponins (AS) on 

mRNA expressions of low-density lipoprotein receptor (LDLR), adenosine triphosphate binding 

cassette transporter GS (ABCGS5) and adenosine triphosphate binding cassette transporter G8 

(ABCG8) in liver and liver cells of rats, and discuss the mechanism of AS regulating cholesterol 

elimination and transportation at both individual and cellular levels. Hyperlipidemic rat model was 

set up using high fat diet, and the effects of AS on serum indexes [total cholesterol (TC), 
triglyceride (TG), low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) and high-density lipoprotein 


cholesterol (HDL-C) contents] and liver LDLR, ABCGS and ABCG8 mRNA expressions of 
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normal and hyperlipidemic rats were determined; hyperlipidemic cell model was set up using high 
DMEM culture medium, the effects of AS concentration on BRL cell activity, and AS on LDLR, 
ABCG5 and ABCG8 mRNA expressions of normal and hyperlipidemic cells were determined. The 
results showed as follows: 1) AS significantly decreased the contents of triglyceride, total 
chelesterol and low-density lipoprotein cholesterol in serum of hyperlipidemic rats (P«0.05); 2) 
AS significantly up-regulated mRNA expressions of LDLR, ABCG5 and ABCGS in liver of normal 
rats and those of ABCG5 and ABCGS in liver of hyperlipidemic rats (P«0.05); 3) the 
supplementation of 200 and 250 u g/mL increased BRL cell activity (P<0.05); 4) AS significantly 
up-regulated mRNA expressions of LDLR, ABCGS and ABCGS of normal BRL cells (P«0.05), 
however, AS had no significant effects those of on hyperlipidemic BRL cells. The results indicate 
that AS may accelerate the elimination and transportation of cholesterol by up-regulating mRNA 
expressions of LDLR, ABCG5 and ABCGS, and then reduce the content of cholesterol in body. 

Key words: alfalfa saponins; rat; BRL cell; low-density lipoprotein receptor; adenosine 
triphosphate binding cassette transporter G5; adenosine triphosphate binding cassette transporter 


G8; mRNA expression 


